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7�摘　要：以同一水稻品种接种不同小种稻瘟菌，利用抑制消减杂交（ＳＳＨ）技术构建水稻-稻瘟菌非亲和／亲和互作消减
ｃＤＮＡ 文库。经差异筛选、序列分析及 ＲＴ-ＰＣＲ验证，共获得２５个独立的差异表达ｃＤＮＡ克隆。根据与它们同源基因的功
能推测，这些ｃＤＮＡ克隆可能参与了对病原菌的防卫反应、转录和蛋白合成与修饰等一些重要的生物学过程。通过 ＲＴ-
ＰＣＲ检测了差异表达基因在非亲和／亲和互作早期的表达谱，所有被检测基因在非亲和／亲和互作零点的表达水平均相同，
而在接种后的其他时间点，它们的表达在互作反应中或被诱导或被抑制，说明这些表达的变化仅仅与接种的不同小种有关，
肯定了所分离到的基因及其表达变化的可靠性。受不同小种病原菌侵染后，由于一些参与防卫反应的基因被诱导或被抑制
的程度和持续时间的不同可能导致水稻小种特异的抗性。
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7�　　稻瘟病是由子囊菌 Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｇｒｉｓｅａ引起

的水稻重要病害之一，也是植物真菌病理学研究的

模式体系 7�［１］ 7�。近年来，对于水稻-稻瘟菌互作机制的

研究有了显著的进展。在水稻中已克隆了抗稻瘟病

的主效基因 Ｐｉ-ｂ 7�［２］ 7�、Ｐｉ-ｔａ 7�［３］ 7�和 Ｐｉ-９ 7�［４］ 7�，对它们生物

学功能的深入分析发现这些基因在寄主-病原菌特

异识别中起关键作用。已在水稻中克隆和鉴定了多

个防御稻瘟病菌侵染的防卫反应基因，如β-羟基-β-

甲基戊二醛辅酶及还原酶（ＨＭＧＲ）基因 7�［５］ 7�、苯丙氨

酸解氨酶（ＰＡＬ）基因 7�［６］ 7�及几丁质酶基因 7�［７］ 7�。此外，

Ｐｅｎｇ等 7�［８］ 7�克隆了一个水稻对稻瘟病的防卫基因，编

7�码脂氧合酶，该基因与小种特异性抗性有关。

7�抑制消减杂交（ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｈｙｂｒｉｄ-

ｉｚａｔｉｏｎ，ＳＳＨ）是用于鉴定在 ｍＲＮＡ水平上的差异

表达基因的一种方法。该法将抑制ＰＣＲ和消减杂

交相结合，有选择地扩增差异表达基因并抑制非目

的基因的扩增 7�［９］ 7�。利用该技术已成功地鉴定了一

些参与水稻防御稻瘟病的防卫基因 7�［１０-１１］ 7�，但是这些

研究都是针对不同水稻品种／品系材料与同一稻瘟

菌小种之间的应答反应。而同一水稻材料与不同稻

瘟菌小种之间互作反应中差异表达基因的研究还未
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7�见报道。在本研究中，我们利用ＳＳＨ 从１个具有病

7�原菌小种特异抗性的水稻品种中１５６的植株中，分

离鉴定水稻与非亲和／亲和小种稻瘟菌互作中差异

表达的基因，分析了这些基因在非亲和／亲和互作中

的表达谱，对可能引起病原菌小种特异抗性的分子

机理进行了分析。

7�１　材料与方法

7�１．１　水稻材料及稻瘟菌接种

7�中１５６是中国水稻研究所育成的一个高产籼稻

品种 7�［１２］ 7�，该品种在苗期对不同小种稻瘟菌的抗性不

7�同。在前期工作中，已经明确该品种抗小种ＺＣ 7�１５ 7�，

表现为非亲和互作，而小种ＺＢ 7�１ 7�能使它感病，表现为

亲和互作。

7�用于接种的稻瘟菌株为９２-１８３（ＺＣ 7�１５ 7�）和９９-３０-

7�１（ＺＢ 7�１ 7�），分生孢子培养和接种在浙江省农业科学院

植物保护与微生物研究所进行。分生孢子接种浓度

为（２～５）×１０ 7�５ 7�个／ｍＬ，添加０．２％ Ｔｗｅｅｎ-２０，在水

稻苗期４周龄喷雾接种。在接种病原菌后不同时间

（０、６、１２、２４、４８和７２ｈ）采收叶片，在液氮中速冻，

保存于－８０℃冰箱。

7�１．２　抑制消减ｃＤＮＡ文库的构建和差异筛选

7�将接种稻瘟病菌ＺＣ 7�１５ 7�小种后６、１２、２４、４８和７２

7�ｈ的总ＲＮＡ等量混合，构成非亲和互作 ＲＮＡ池；

将接种稻瘟病菌ＺＢ 7�１ 7�小种后６、１２、２４、４８和７２ｈ的

7�总ＲＮＡ等量混合，构成亲和互作 ＲＮＡ 池，分别进

行 ｍＲＮＡ 分离，用于构建抑制消减 ｃＤＮＡ 文库。

总ＲＮＡ 的提取和 ｍＲＮＡ 的分离分别利用 Ｔｒｉｚｏｌ

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）试剂和 Ｍｉｃｒｏ-ＦａｓｔＴｒａｃｋ２．０Ｋｉｔ（Ｉｎ-

ｖｉｔｒｏｇｅｎ）并根据试剂盒推荐步骤进行操作。

7�抑制消减ｃＤＮＡ 文库的构建和差异筛选参照

本实 验 室 已 建 立 的 方 法 7�［１３］ 7�。采 用 ＰＣＲ-Ｓｅｌｅｃｔ

7�ｃＤＮＡＳｕｂｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ），构建两个不同

的ＳＳＨｃＤＮＡ 文库。第１个文库即正向文库，以非

7�亲和 ｍＲＮＡ 池作为实验组（ｔｅｓｔｅｒ），亲和 ｍＲＮＡ

池作为对照组（ｄｒｉｖｅｒ）；第２个文库为反向文库，利

用亲和 ｍＲＮＡ作为实验组，非亲和 ｍＲＮＡ作为对

照组。

7�将经ＰＣＲ扩增的文库克隆插入ｃＤＮＡ 片段，

以阵列方式固定在尼龙膜上，分别用ＳＳＨ中的正向

和反向经ＰＣＲ扩增的消减和未消减实验组和对照

组ｃＤＮＡ 为探针，进行反向ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交，选取同

时与消减和未消减的实验组和对照组ｃＤＮＡ 探针

杂交信号呈现明显差异的克隆进行分析。

7�１．３　ｃＤＮＡ序列测定及ＢＬＡＳＴ同源性分析

7�经差异筛选出的克隆用 Ｍ１３通用引物进行双

向测序，序列测定在浙江大学生物技术研究所进行。

测得序列去除载体和接头序列，提交 ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎ-

ｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）数据库

用ＢＬＡＳＴＸ和ＢＬＡＳＴＮ进行序列同源性搜索。

7�１．４　差异表达基因的ＲＴ-ＰＣＲ分析

7�参照本实验室已建立的方法 7�［１３］ 7�，以水稻 ａｃｔｉｎ

基因作为内参，采用 ＲＴ-ＰＣＲ方法分析差异筛选结

果，分别将用于ＳＳＨ 的非亲和互作 ｍＲＮＡ 池和亲

和互作 ｍＲＮＡ 池，用于ｃＤＮＡ 第一链合成，用 Ｍ-

ＭＬＶ（Ｐｒｏｍｅｇａ）反转录酶进行反转录。根据测得

序列，用引物设计软件ＤＮＡＭＡＮ的ＰＲＩＭＥＲＤＥ-

ＳＩＧＮ程序设计ＰＣＲ引物，并由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成。然后，将经 ＲＴ-ＰＣＲ证实

的差异表达基因，分别用接种稻瘟菌非亲和小种和

亲和小种后０、１２、２４、４８和７２ｈ的总 ＲＮＡ，进行

ＲＴ-ＰＣＲ表达谱分析。

7�２　结果与分析

7�２．１　消减ｃＤＮＡ文库的构建和差异筛选

7�以非亲和互作ｍＲＮＡ池和亲和互作ｍＲＮＡ池

7�为材料，利用ＳＳＨ技术构建了正向和反向两个消减

ｃＤＮＡ文库。对随机挑选的１１５２个文库克隆（正向

文库和反向文库各５７６个），经差异筛选、序列测定，

并去除重复克隆后，共有４６个单一克隆同时与消减

和未消减的实验组和对照组探针杂交后信号强度呈

现明显差异，其中２６个克隆与实验组ｃＤＮＡ 杂交

的信号明显比与对照组ｃＤＮＡ杂交的信号强，而２０

个克隆与对照组ｃＤＮＡ 杂交的信号明显强于与实

验组ｃＤＮＡ杂交的信号。

7�为进一步验证筛选到的ｃＤＮＡ 克隆在接种非

亲和／亲 和 小 种 后的 差 异 表达，以非 亲 和 互 作

7�ｍＲＮＡ池和亲和互作 ｍＲＮＡ 池为模板，对这些基

因进行 ＲＴ-ＰＣＲ分析，最终有２５个基因在接种不

同稻瘟菌小种后的表达存在差异，除 ＲＦ０２和ＲＧ０２

在非亲和中的诱导比亲和互作中强烈外，其余基因

的表达趋势与差异筛选结果一致。

7�２．２　筛选的差异表达基因ＢＬＡＳＴ搜索与功能分类

7�为获得２５个差异表达基因的功能信息，将它们

的序列提交 ＮＣＢＩ数据库，进行ＢＬＡＳＴ同源性搜

索，并 按 ＭＩＰＳ（ＭｕｎｉｃｈＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒｆｏｒ

ＰｒｏｔｅｉｎＳｅｑｕｅｎｃｅｓ）分类系统将注释基因归为８类，

结果总结在表１中。

7�２ 7�中国水稻科学（ＣｈｉｎｅｓｅＪＲｉｃｅＳｃｉ）　第２１卷第１期（２００７年１月）
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7�表１　水稻-稻瘟菌非亲和／亲和互作中筛选到的差异表达基因及其ＢＬＡＳＴ搜索结果

7�Ｔａｂｌｅ１ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｃｌｏｎｅｓｏｆｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｌｅａｎｄｃｏｍｐａｔｉｂｌｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｒｉｃｅａｎｄ Ｍ．ｇｒｉｓｅａａｎｄＢＬＡＳＴｓｅａｒｃｈ

7�ｒｅｓｕｌｔｓ．

7�克隆号 7�１）

7�ＣｌｏｎｅＮｏ． 7�１）

7�功能注释

7�Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

7�Ｅ 7�值

7�Ｅ 7�-ｖａｌｕｅ

7�同源性 7�２）

7�Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

7�ｉｄｅｎｔｉｔｙ 7�２） 7�／％

7�诱导 7�３）

7�Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ 7�３）

7�Ｓ 7�Ｒ

7�细胞拯救、防御、毒性 Ｃｅｌｌｒｅｓｃｕｅ，ｄｅｆｅｎｓｅａｎｄｖｉｒｕｌｅｎｃｅ
7�ＦＡ０５ ��7�含相似于富含芳香族的糖蛋白 7�４ｅ-１１  �7�９６ "Z7�＋ 7�＋＋
7�Ｃｏｎｔａｉｎｓｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｔｏａｒｏｍａｔｉｃｒｉｃｈｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ（ＡＡＰ５３７１３ �:．１）
7�ＦＢ０６ ��7�推测的过氧化氢酶　Ｐｕｔａｔｉｖｅｃａｔａｌａｓｅ（ＡＡＱ１９０３０ ��．１） 7�１ｅ-３３  �7�９０ "Z7�－ 7�＋

7�ＦＥ０３ ��7�第１类金属硫蛋白　Ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎ-ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｔｙｐｅ１（ＡＡＸ９５２６８ �M．１） 7�２ｅ-０７  �7�９５ "Z7�＋ 7�＋＋
7�转录Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
7�ＦＡ１１ ��7�ＲＲＭ-ＲＮＡ结合蛋白 7�４ｅ-１７  �7�４６ "Z7�＋ 7�＋＋
7�ＲＲＭ-ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＲＮＡ-ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ-ｌｉｋｅ（ＢＡＤ７２１７５ �p．１）
7�ＦＤ０１ ��7�推测的Ｇ-ｂｏｘ结合因子 　ＰｕｔａｔｉｖｅＧ-ｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｆａｃｔｏｒ（ＡＡＵ１０６７７ �t．１） 7�５ｅ-０８  �7�９３ "Z7�－－ 7�－

7�ＲＦ０９ ��7�类锌指蛋白 　Ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ-ｌｉｋｅ（ＢＡＢ８９０８３ ��．１） 7�７ｅ-２５  �7�９０ "Z7�Ｎ 7�－－
7�ＲＧ０３ ��7�ＲＮＡ聚合酶-β　ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｂｅｔａ（ＮＰ＿０３９３７３ ��．１） 7�１ｅ-３２  �7�６７ "Z7�Ｎ 7�－
7�蛋白合成／蛋白命运（折叠、修饰、定位）　Ｐｒｏｔｅｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓ／ｐｒｏｔｅｉｎｆａｔｅ（ｆｏｌｄｉｎｇ，ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｄｅｓｔｉｎａｔｉｏｎ）
7�ＦＢ１０ ��7�推测的ｐｏｌｙ（Ａ）-结合蛋白 7�９ｅ-３１  �7�７９ "Z7�－ 7�＋
7�Ｐｕｔａｔｉｖｅｐｏｌｙ（Ａ）-ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（ＸＰ＿４５００３９ �Z．１）
7�ＦＤ０５ ��7�遍在载体蛋白 　Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃａｒｒｉｅｒｐｒｏｔｅｉｎ（ＸＰ＿４６９９４５ �h．１） 7�７ｅ-４５  �7�１００ "n7�－ 7�＋

7�ＲＥ０６ ��7�６０Ｓ核糖体蛋白Ｌ２　６０ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＬ２（ＡＡＦ８５８００ �)．１） 7�６ｅ-２４  �7�１００ "n7�－ 7�＋
7�ＲＧ１１ ��7�推测的Ｂｏｗｍａｎ-Ｂｉｒｋ色氨酸蛋白酶抑制剂 7�１ｅ-３０  �7�９８Ｎ 7�－－ 7�Ｎ
7�ＰｕｔａｔｉｖｅＢｏｗｍａｎ-Ｂｉｒｋｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＮＭ＿１８５１５７ �H．１）
7�新陈代谢／能量 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ／ｅｎｅｒｇｙ
7�ＦＡ０２ ��7�推测的叶绿素ａ／ｂ-结合蛋白前体 7�１ｅ-５９  �7�１００ "n7�－－ 7�－

7�Ｐｕｔａｔｉｖｅｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌａ／ｂ-ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ（ＸＰ＿４８２５７２ ��．１）
7�ＦＣ０６ ��7�果糖-二磷酸醛缩酶-１　Ｆｒｕｃｔｏｓｅ-ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅａｌｄｏｌａｓｅ-１（ＡＡＸ９５０７３ ��．１） 7�９ｅ-７６  �7�８９ "n7�－ 7�Ｎ
7�ＦＣ０９ ��7�甘氨酸脱氢酶Ｐ蛋白　ＧｌｙｃｉｎｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅＰｐｒｏｔｅｉｎ（ＡＡＱ２４３７７ �e．１） 7�１ｅ-６４  �7�７９ "n7�－ 7�Ｎ
7�ＲＦ０２ ��7�推测的胞苷脱氨酶Ｐｕｔａｔｉｖｅｃｙｔｉｄｉｎｅｄｅａｍｉｎａｓｅ（ＡＡＮ４００２２ �"．１） 7�１ｅ-１４  �7�１００ "n7�＋ 7�＋＋
7�信号传导机制Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍ
7�ＦＡ１０ ��7�推测的细胞色素２　Ｐｕｔａｔｉｖｅｃｒｙｐｔｏｃｈｒｏｍｅ２（ＸＭ＿４６６８３０ ��．１） 7�２ｅ-９４  �7�９４Ｎ 7�＋ 7�＋

7�ＲＦ１１ ��7�假定的ＯｒｎｉＣｐ１０２蛋白　ＨｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎＯｒｎｉＣｐ１０２（ＹＰ＿０５２８２８ ��．１） 7�７ｅ-３５  �7�１００ "n7�Ｎ 7�－－
7�细胞运输／细胞成分生成Ｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｎｓｐｏｒｔ／ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
7�ＦＡ０３ ��7�推测的富含甘氨酸细胞壁结构蛋白前体 7�４ｅ-０４  �7�５８ "Z7�＋ 7�＋＋
7�Ｐｕｔａｔｉｖｅｇｌｙｃｉｎｅ-ｒｉｃｈｃｅｌｌｗａｌｌｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｕｒｓｏｒ（ＸＰ＿４７８７１１ ��．１）
7�ＦＢ０３ ��7�铁氧还蛋白Ｉ　ＦｅｒｒｅｄｏｘｉｎＩ（ＸＰ＿４７９６７８ ��．１） 7�３ｅ-１９  �7�１００ "Z7�－－ 7�＋

7�转座元件、病毒和质粒蛋白 Ｔｒａｎｓｐｏｓａｂｌｅｅｌｅｍｅｎｔｓ，ｖｉｒａｌａｎｄｐｌａｓｍｉｄｐｒｏｔｅｉｎｓ
7�ＲＧ０７ ��7�反转座子蛋白（推测的Ｔｙ３-ｇｙｐｓｙ-亚基） 7�３ｅ-１６  �7�９３ "Z7�＋ 7�－－
7�Ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｐｒｏｔｅｉｎ，ｐｕｔａｔｉｖｅ，Ｔｙ３-ｇｙｐｓｙｓｕｂ-ｃｌａｓｓ（ＡＡＸ９５９３３ �?．１）
7�ＲＧ１０ ��7�转座蛋白（推测的 ＣＡＣＴＡ，Ｅｎ／Ｓｐｍ） 7�２ｅ-１０  �7�８６ "Z7�＋ 7�－－
7�Ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｐｒｏｔｅｉｎ，ｐｕｔａｔｉｖｅ，ＣＡＣＴＡ，Ｅｎ／Ｓｐｍ（ＡＡＰ５２３８４ �p．１）

7�未知功能蛋白 Ｕｎｋｎｏｗｎ
7�ＦＡ０６ ��7�Ｐ０６８４Ｃ０２ �N．５（ＮＰ＿９１５７６１．１） 7�３ｅ-４５  �7�９８ "Z7�＋ 7�＋＋
7�ＲＦ０５ ��7�Ｐ０４５５Ｈ０３１０ ��．３０（ＮＰ＿９１８６４２．１） 7�２ｅ-０７  �7�８３ "Z7�＋ 7�－－
7�ＲＦ０８ ��7�鞭毛蛋白 　Ｐｕｔａｔｉｖｅｆｉｍｂｒｉａｔａ（ＢＡＤ８８３０７ ��．１） 7�２ｅ-１５  �7�１００ "Z7�－ 7�Ｎ
7�ＲＧ０２ ��7�未知蛋白 　Ｕｎｋｎｏｗｎｐｒｏｔｅｉｎ（ＮＰ＿９１１２７９ ��．１） 7�６ｅ-１９  �7�６２ "Z7�＋ 7�＋＋

7�　　 7�１） 7�表中克隆号以Ｆ开头的为从正向文库中选到的，以Ｒ开头的为从反向文库中选到的；
7�２） 7�序列同源性是指在蛋白质水平上的同源，其中标有“Ｎ”的为核酸序列的同源；
7�３） 7�诱导分析：Ｓ－亲和互作；Ｒ－非亲和互作；“＋”被诱导；“－”被抑制；“Ｎ”不变化；“＋＋”被强烈诱导；“－－”被强烈抑制。
7�１） 7�Ｔｈｅｃｌｏｎｅｓｂｅｇｉｎｎｉｎｇｗｉｔｈａｎ“Ｆ”ａｒｅｆｒｏｍｔｈｅｆｏｒｗａｒｄｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｃＤＮＡｌｉｂｒａｒｙａｎｄｗｉｔｈａｎ“Ｒ”ａｒｅｆｒｏｍｔｈｅｒｅｖｅｒｓｅｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｃＤＮＡ
7�ｌｉｂｒａｒｙ；
7�２） 7�Ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓａｒｅａｔａｍｉｎｏａｃｉｄｌｅｖｅｌ，ｗｉｔｈ“Ｎ”ａｒｅａｔｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｌｅｖｅｌ；
7�３） 7�Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ：Ｒｉｓｉｎｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｌｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ；Ｓｉｓｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｌｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ；“＋”ｍｅａｎｓｉｎｄｕｃｅｄ；“－”ｍｅａｎｓｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ；“Ｎ”ｍｅａｎｓｎｏ

ｃｈａｎｇｅ；“＋＋”ｍｅａｎｓｈｉｇｈｌｙｉｎｄｕｃｅｄ；ａｎｄ“－－”ｍｅａｎｓｈｉｇｈｌｙｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ．

7�　　其中，除了 ＲＥ０６和 ＲＦ０２分别在烟草和玉米

中搜索出同源基因外，其余ｃＤＮＡ克隆都在水稻中

搜索到同源基因，且具有较高的同源性。为了分析

这些克隆是否来源于稻瘟菌基因组，将这些克隆的

序列提交稻瘟菌数据库进行相似性搜索，没有发现

一个序列与真菌序列同源。

7�基因功能分析显示，这些差异表达基因涉及到

细胞拯救与防御、转录、蛋白合成、新陈代谢、信号传

7�３ 7�胡海燕等：水稻对不同小种稻瘟菌抗性差异表达基因的鉴定
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7�导以及转座等生物学过程。其中，大部分基因在非

亲和互作中被强烈诱导，而在亲和互作中被抑制。

值得注意的是，与蛋白合成和蛋白命运（折叠、修饰、

定位）有关的蛋白在非亲和互作中被诱导，而在亲和

互作中都被抑制，而参与转座的基因却呈现相反的

诱导趋势。

7�２．３　鉴定的差异基因在非亲和／亲和互作中的表达

谱分析

7�通过ＲＴ-ＰＣＲ，分析了这２５个差异表达基因在

非亲和互作和亲和互作中不同时间点的表达谱，部

分结果如图１所示。所有被检测基因在非亲和／亲

和互作０ｈ的表达水平均相同，而在其他时间点，它

们在互作反应中或被诱导或被抑制，表达发生变化

的趋势与差异筛选的结果相一致。

7�通过ＲＴ-ＰＣＲ分析，根据被诱导或抑制的异同

以及表达量的差异，可以将这些基因分为６类。第

１类，如 ＦＡ０３和 ＲＦ０２，在受到稻瘟菌侵染后的两

种互作中都被诱导表达，但在非亲和互作中的诱导

明显比亲和互作中强烈，这类基因数目最多，共８

个；第２类在两种互作中都被抑制，但在亲和互作中

抑制较强烈，如 ＦＣ０９；又如 ＦＢ０３和ＦＢ０６，在亲和

互作中表达被抑制，而在非亲和互作中被诱导，归为

第３类；第４类，如ＲＦ１１，在亲和互作中表达不发生

7�明显的变化，但在非亲和互作中的表达明显受到抑

7�图１　差异表达基因在水稻-稻瘟菌非亲和／亲和互作中的表达

谱

7�Ｆｉｇ．１ ＲＴ-ＰＣＲ-ｂａｓｅｄｐｒｏｆｉｌｉｎｇｓｏｆｓｏｍｅｓｅｌｅｃｔｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｃｌｏｎｅｓｉｎｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ／ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ

ｂｅｔｗｅｅｎｒｉｃｅａｎｄ 7�Ｍ．ｇｒｉｓｅａ．

7�制；而非亲和互作中先被诱导后又被抑制，但在亲和

互作中明显被抑制的基因，如 ＦＤ０１，归为第５类；

第６类基因在亲和互作中被诱导而在非亲和互作中

被抑制，如 ＲＧ０７。

7�同时，从 ＲＴ-ＰＣＲ分析可以发现，在接种稻瘟

菌后，大多数基因的表达在１２ｈ开始发生变化，如

ＦＡ０３，接种后１２ｈ在两种互作中都被诱导，只是诱

导程度不同；ＦＢ０３，接种后１２ｈ在非亲和互作中被

诱导，而在亲和互作中被抑制；也有一些基因在非亲

和与亲 和互作中表达变化持续的时 间不同，如

ＲＦ０２和ＦＢ０６，在接种非亲和小种ＺＣ 7�１５ 7�后１２ｈ即

被强烈诱导，直到４８ｈ有所恢复，７２ｈ又被诱导，而

7�在接种亲和小种稻瘟菌ＺＢ 7�１ 7�后２４ｈ被诱导，７２ｈ又

被强烈抑制；又如 ＦＤ０１，在非亲和互作中１２ｈ被诱

7�导，直到４８ｈ才有所抑制，７２ｈ表达量又有上升，而

7�在亲和互作中１２ｈ和７２ｈ完全被抑制；特别值得

注意的是 ＲＦ１１和 ＲＧ０７，在非亲和互作中１２ｈ开

始被抑制，直到４８ｈ才有所恢复，而在亲和互作中

的表达变化不明显或被诱导。

7�从以上表达谱分析结果得出：第一，在接种不

同小种稻瘟菌后，大部分被筛选到的差异表达基因

被诱导或被抑制，但它们在非亲和／亲和互作中的诱

导或抑制的程度不同；一些基因受非亲和小种的诱

导，受亲和小种的抑制，而另一些基因呈现相反的诱

导趋势。第二，这些差异表达基因接种稻瘟菌后，１２

ｈ开始被诱导或抑制，但大多数基因受非亲和小种

的诱导直到７２ｈ仍在持续，与在亲和互作中存在明

显的差异。

7�３　讨论

7�本研究从构建的两个ＳＳＨｃＤＮＡ文库中通过

差异筛选、ＲＴ-ＰＣＲ验证、序列测定和生物信息学功

能分析，最终筛选到２５个在水稻-稻瘟病菌非亲和

与亲和互作中差异表达的基因。根据与它们同源的

基因推测，这些基因可能参与了病原菌和环境胁迫

防御反应、转录、蛋白合成与修饰、新陈代谢、信号传

导 等 生 物 学 过 程，这 与 前 人 研 究 的 结 果 一

致 7�［１０，１４-１５］ 7�。一些基因已有报道与稻瘟病防卫反应

有关，如编码ＲＲＭ-ＲＮＡ结合蛋白的ＦＡ１１、锌指蛋

7�白的 ＲＦ０９ 7�［１６-１７］ 7�，锌指蛋白基因家族常常编码如转

录因子等信号传导物质，对调节蛋白的表达起重要

作用 7�［１８-１９］ 7�，还有报道锌指蛋白与细胞的程序化死亡

有 关 7�［２０-２２］ 7�；编 码 Ｂｏｗｍａｎ-Ｂｉｒｋ 蛋 白 酶 抑 制 剂

7�（ＲＢＢＩ）的 ＲＧ１１，有研究表明，在水稻体内存在带有
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３个同源结构域的 7�ＲＢＢＩ受发育和伤害调控 7�［２３］ 7�；已

有报道蛋白酶抑制因子在抗病植株中的表达受稻瘟

菌强烈诱导 7�［１１］ 7�；ＦＡ０３编码铁氧还蛋白的基因，铁

氧还蛋白参与防御氧胁迫 7�［２４］ 7�，植物在受病原菌侵染

7�早期，在过敏反应过程中快速产生并大量积累活性

氧物质 7�［２５］ 7�。然而，一些基因还未见报道与抗稻瘟病

7�有关，但它们的表达的确受稻瘟菌的诱导或抑制，而

且在非亲和互作与亲和互作中的表达存在差异，如

ＦＡ０３和ＲＧ０７等，它们在植物-稻瘟菌互作中的具

体生物学功能值得进一步研究。

7�在前人的研究中，所用的材料限于近等基因系

或突变体，应用不同的水稻材料与同一病原菌小种

之间的非亲和／亲和互作展开研究，而本研究则应用

同一水稻品种与不同的稻瘟菌小种之间的非亲和／

亲和互作，鉴定和分离差异表达的基因。用不同小

种的菌种接种同一品种，保证了寄主材料遗传上的

完全一致，在接种后寄主体内基因表达的差异，仅与

病原菌小种的差异有关。在本研究中，对分离到的

差异表达基因进行ＲＴ-ＰＣＲ表达谱分析，所有被检

测基因在非亲和／亲和互作０ｈ的表达水平均相同，

而在接种后的其他时间点，它们的表达在互作反应

中或被诱导或被抑制，说明这些表达的变化仅仅与

接种的不同小种有关，肯定了所分离到的基因以及

这些基因的表达变化是可靠的。

7�本研究结果表明，一方面，水稻在受到稻瘟菌的

侵袭过程中，无论是非亲和小种或亲和小种都诱导

植株体内防卫反应相关基因的表达发生变化，但变

化程度有所不同。如在２５个差异表达基因中有８

个都被诱导，但在非亲和互作中诱导明显比亲和互

作强烈，２个基因的抑制在亲和互作中比在非亲和

互作中强烈。还有一些基因受非亲和／亲和小种诱

导后呈相反的变化趋势，如参与蛋白合成与修饰的

基因在非亲和互作中被诱导，而在亲和互作中被抑

制；参与转座的基因被亲和小种诱导，却被非亲和小

种抑制。前人也有研究表明，在水稻-稻瘟菌互作中

许多与防卫反应有关的基因在亲和互作中受病原菌

的诱导也发生变化 7�［２６］ 7�。而通过对拟南芥防卫细菌

性病原菌反应过程中基因表达的研究认为，非亲和

互作和亲和互作的分子机制是相似的，但由于受侵

染早期基因表达量的差异导致植株表现出不同的抗

性反应 7�［２７］ 7�。

7�另一方面，接种不同小种稻瘟菌后１２ｈ，防卫

反应相关基因的表达开始发生变化，但大多数基因

的诱导在７２ｈ的非亲和／亲和互作中仍然存在，较

亲和互作中的诱导持续的时间要长。Ｊａｎｔａｓｕｒｉｙａｒａｔ

7�等 7�［１４］ 7�研究水稻-稻瘟菌互作中的基因表达表明，接

种稻瘟病菌后２４ｈ基因在抗病反应和感病反应中

的表达都发生了明显的变化。Ｃａｌｄｏ等 7�［２８］ 7�在对大

麦与白粉病菌互作过程中基因在非亲和互作和亲和

互作中表达变化的研究表明，参与防卫反应的基因

在接种病菌后１６～３２ｈ发生显著变化，而且，大多

数基因在亲和互作中被抑制，认为特异抗性是由于

植物与病原菌之间的识别以及病原菌对基础防御的

抑制受到了妨碍而产生的结果。

7�由以上分析推测，植物无论在受到病原菌非亲

和小种或亲和小种侵袭后，参与防卫反应的基因的

表达都发生变化，或被诱导或被抑制，但可能由于这

些基因被诱导的程度、诱导持续的时间的差异而导

致植物对不同病原菌小种产生特异抗性。
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